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　　　　　　　　ウイルス感染の同定
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【要旨】　ヒトパピローマウイルス（HPV）は角結膜の腫瘍性病変を引き起こすことが知られている．角結膜
の腫瘍性病変（squamous　cell　papilloma，　actinic　keratosis，　dysplasia，　carcinoma　in　situ）に存在する
HPVについて分子生物学的解析を行った．ホルマリン固定パラフィン包埋組織および凍結組織からDNA
を抽出し，HPVの一部の塩基配列をL1共通プライマー（MYll　and　MYO9）を用いてpolymerase　chain
reaction（PCR）により増幅後，塩基配列を解析し，既存の報告の塩基配列と比較してHPVの型決定を行っ
た．その結果，squamous　cell　papillomaの7例中3例のPCR産物が喉頭乳頭腫からクローニングされたプ
ロトタイプのHPV　11型と約100％の相同性を有し，　carcinoma　in　situ　1例のPCR産物は子宮頸部悪性病
変からクローニングされたプロトタイプのHPV　16型と約98％の相同性を有していた．　Actinic　keratosis
およびdysplasiaからはPCR産物は得られなかった．角結膜腫瘍に検出されたHPVの塩基配列は他の部位
の粘膜病変に検出されるHPVと塩基配列がほぼ同一であることから，互いに感染源となっていることが示
唆された．また，HPV　11型および16型が検出された組織病変と他の粘膜病変の組織像は酷似しており，
HPV感染による組織学的変化は種々の粘膜でほとんど差がないことも判明した．
1．緒 言
　ヒトパピローマウイルスhuman　papillomavirus
（HPV）は，約8，000塩基の2重鎖環状DNAをウ
イルスゲノムとして持つが，細胞培養を用いた分離
が困難なウイルスのためウイルスゲノムの分子クロ
ーニングによってその性状が次第に明らかにされて
きた．そして，主要ウイルスカプシド蛋白をコード
するopen　reading　frame（ORF）L1の塩基配列が
既知の型と90％未満の相同性homologyを有する
場合に新しい型とされている．現在までに，種々の
病変からHPVのウイルスゲノムがクローニングさ
れ，70種類以上の遺伝型が知られている．これらの
個々の型の臨床的意義の解明は現在進行中である．
　HPVは扁平上皮に感染し，増殖性あるいは腫瘍
性病変を引き起こす．角結膜は扁平上皮に覆われた
組織であり，HPVが感染し病変を形成する可能性
が高い．HPVは皮膚に感染する群と粘膜に感染す
る群に大別されるが，いままでの角結膜病変には6
型，11型，16型，18型と粘膜型が同定されてい
る1）～10）．しかしながら，角結膜病変から検出された
HPVに対してウイルスゲノムの塩基配列を解析し
ウイルス学的あるいは感染病理学的に詳細な解析を
行った報告はない．
　筆者らはこの7年間に当眼科教室で切除された角
結膜の腫瘍性病変におけるHPV感染の有無につい
てretrospectiveに解析し，感染の有無とその遺伝
型の同定を行い，その臨床的特徴について検討した．
解析は，ホルマリン固定パラフィン包埋切片から
DNAを抽出し，　HPVのウイルス粒子の主要蛋白を
コードする遺伝子（L1）の塩基配列の相同性の高い
部分を認識するオリゴヌクレオチドプライマーを用
いてpolymerase　chain　reaction（PCR）を行い，増
幅産物の塩基配列を解析し，既知のHPVの塩基配
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Ll　consensus　forward　primer　（MYI　I）
20－mer　5’GCMCAGGGWCATAAYAATGG
　HPV　6　GCCCAGGGACATAACAATGG
　HPV　II　一一T一一一一A一一一一一C一一一一
　HPV　16　一一A一一一一一C一一C一一T一一一一一
　HPV　18　一一A一一一一一T一一一一一C一一一一一
　HPV　31　一一T一一一一一A一一C一一T一一一一一
　HPV　33　一一A一一A一一T一一一一一T一一一一一
Ll　consensus　reverse　primer　（MYO9）
20－mer　5’CGTCCMARRGGAWACTGATC
　HPV　6　C TCCCAAAGGATACTGATC
　HPV　II　一一一一A－GG一一一A一一一一一一
　HPV　16　一一一一一T－AA一一一A一一一一一一一
　HPV　18　一一一一一A－GG一一一T－T一一一一一
　HPV　31　一一A一一C－GT一一一A一一一一一一一
　HPV　33　一一一一一C－AA一一一A一一一一一一一
　　　　　　　　　M－A＋C，R＝A＋G，W－A＋T，Y：C＋T
図1粘膜型ヒトパピローマウイルス（HPV）に対するLI　consensus　primers．
列との相同性の比較により型決定を行った．
II．実験方法
　1．対象
　1988年から1994年にかけて東京医科大学眼科を
受診し，角結膜の腫瘍性病変を切除した13例から得
られた15個の切除標本を対象とした．
　2．方　法
　1）病理組織学的解析：病変は切除後直ちに20％
ホルマリン中で固定した．大きな切除標本の一部
を一80度に保存した．固定組織はパラフィン包埋
後，連続切片を作製し，1枚をヘマトキシリン・エオ
ジン染色してArmed　Forces　Institute　of　Pathol－
ogy（AFIP）11）に準拠し，組織診断した．
　2）免疫組織学的解析：パラフィン切片上で，パピ
ローマウイルスのgenus　specific　antigen（GSA）を
免疫組織化学的に検索した．一次抗体にはKIH812）
とB58012）を使用し，　ABC－peroxidase法で検出を
行った．
　3）ホルマリン固定パラフィン包埋組織から抽出
したDNAのPCRによる解析：
　a）DNA抽出：パラフィン切片10枚を採取し，キ
シレン，エタノールによる脱パラフィンをそれぞれ
3回行った．次に，0．05MTris（pH　7．5），0．1％ド
デシル硫酸ナトリウム，10μg／ml　proteinase　K存
在下で37度16時間，組織を溶解した．飽和フェノ
ール（pH　8．0）およびクロロホルム・イソアミルア
ルコール（24：1）による除蛋白後，DNAをエタノー
ル中で沈殿させた．遠心後，沈渣を蒸留水に溶解し，
限外濾過（SUPREC－02，宝酒造，大津）を行い，　DNA
濃度を測定した．
　b）PCR：HPVのL10RFを認識するオリゴヌ
クレオチドプライマーMY11／MYO9（図1）13）を用
いて行った．抽出したDNA　50～500　ngを鋳型と
し，MY11／MYO9プライマー40　pmol，　dNTP　40
pt　M，　Tub　DNA　polymerase　（Amersham，　UK）　5
U，1．5mM　MgC12の反応液中で，94度1分，55度
2分，72度2分を1サイクルとして，40サイクル反
応を行った．PCR産物は2％アガロースゲル電気泳
動後，エチジウムブロマイドで染色し，紫外線下で
観察した．
　抽出したDNAのinternal　controlとしてヒト
β一globin領域のPCRをPCO3／PCO4（宝酒造，大津）
を用い，上記と同じ条件下で実験を行った．
　c）PCR産物の塩基配列の解析：PCR陽性例で
は，PCR産物をアガロースゲルにて電気泳動後ゲル
から切り出し，抽出・精製した．精製したPCR産物
をpGEM⑪一Tベクター（Promega，　Madison，　WI，
USA）とTA　ligationを行い，大腸菌（JM109また
はDH5）に形質転換し，目的のPCR産物を有した
組換え体3クローンを選出した．この3クローンの
塩基配列はdideoxy　termination法14）により解析
した．各クローンの精製DNAをM13　primer　P7，
M13　primer　P8（TOYOBO，　Tokyo，　Japan）をプ
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表1標本の年齢および病理組織学的診断
標本 症例 年齢 性別 病変部位 病理組織学的診断
1
2＃
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5
6
7
19
23
33
34
37
51
80
男
男
男
男
男
男
男
結膜
結膜
結膜
結膜
結膜
結膜
結膜
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
8　　　　　8　34
9　　　　　9　55
男
男
10
11
12
13
14
10
11
12
12
12
52
78
80
80
80
男
男
女
女
女
結膜
結膜
角結膜
角結膜
結膜
結膜
角膜
actinic　keratosis
actinic　keratosis
　dysplasia
　dysplasia
　dysplasia
　dysplasia
　dysplasia
15＃ 13 62 男 湯結膜 carcinoma　in　situ
＃標本2，15は未固定の凍結標本．他はホルマリン固定．
B
　　　　　　　　　　　　　　　・竣蒙；1
図2　摘出病変の組織像．
　　Squamous　cell　papilloma（A：症例2）では異型を伴わない上皮細
　　胞の増生を認める．Carcinoma　in　situ（B＝症例13）では異型を伴
　　う上皮細胞が上皮全層に増生している（ヘマトキシリン・エオジン
　　染色）．Bの矢印の細胞は核周囲が空洞状に抜け，核異型があり
　　koilocytosisを示す．　A，　Bともバーは100μm．
ライマーとしてdideoxy　termination反応を行い，
塩基配列の解析を行った．
　d）PCR産物の制限酵素切断パターンによる解
析：PCR産物を3種類の制限酵素Dde・1，　Pst　1，　Rsa
I（Boehringer　Mannheim，　Germany）により切断
し，2％アガロースゲルで電気泳動後，その切断パタ
ーンを解析した．
III．結 果
　13症例から採取された15検体はAFIPI1）の診断
基準に従い，7検体がsquamous　cell　papilloma，2
検体がactinic　keratosis，5検体がdysplasia，1検
体がcarcinoma　in　situと診断された（表1，図2A，
B）．それぞれの平均年齢はsquamous　cell　papi1一
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表2　主訴および臨床経過
症例 病理診断 主訴 経過＊ 再発
1
2
3
4
5
6
7
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
腫瘤に気付く
腫瘤に気付く
腫瘤に気付く
腫瘤に気付く
腫瘤に気付く
腫瘤に気付く
　異物感
13日
7か月
6か月
2年
1か月
2か月
5か月
無し
無し
無し
無し
無し
無し
再発　　　術後6か月
8
9
actinic　keratosis
actinic　keratosis
腫瘤に気付く
腫瘤に気付く
9か月
1か月
無し
無し
10
11
12
dysplasia
dysplasia
dysplasia
腫瘤に気付く
　　回視
　　霧視
10年
3か月
2年
無し
再発　　　術後4年6か月
無し
13 carcinoma　in　situ視力低下 9年 再発　　　術後6か月
＊主訴の自覚から受診まで
表3　細隙灯顕微鏡所見
症例 病理診断 病変占拠部位 境界 形状 角膜内への進展
1
2
3
4
5
6
7
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
内眼角部
下眼瞼結膜円蓋部
上眼瞼結膜
下眼瞼結膜円蓋部
内眼角部
内眼角部
半側膳部結膜
明瞭
明瞭
明瞭
明瞭
明瞭
明瞭
明瞭
有茎性乳頭状
有茎性乳頭状
有茎性乳頭状
有茎性乳頭状
有茎性乳頭状
有茎性乳頭状
広基性乳頭状
8　actinic　keratosis
9　actinic　keratosis
半側輪部結膜
耳門西部結膜
明瞭
明瞭
台形隆起
台形隆起
10
11
12
dysplasia
dysplasia
dysplasia
鼻光輪三角結膜
鼻側輪葦角結膜
鼻側輪底角結膜
明瞭
比較的明瞭
比較的明瞭
扁平隆起　　　角膜浸潤有り
扁平隆起　　　　角膜浸潤有り
扁平隆起　　　　角膜浸潤有り
13　carcinoma　in　situ輪部角結膜（眼表面全体）　不明瞭 扁平隆起 角膜全体を血管に
富んだ腫瘍が覆う
lomaは40歳（中間値34歳），　actinic　keratosisは
44歳，dysplasiaは70歳であった．症例12では3回
検体が採取され（検体12～14），検体12は生検材料
で，検体13，14は手術時の結膜部分と角膜部分であ
るが，いずれの検体も同様の組織像を呈していた．
　臨床的にそれぞれの症例の主訴は，「腫瘤の自覚」
がsquamous　cell　papillomaの6例，　actinic　ker－
atosisの2例とdysplasiaの1例，「異物感」が
squamous　cell　papillomaの1例，「視力障害」が
dysplasiaの2例，　carcinoma　in　situの1例であっ
た（表2）．
　主訴の自覚から当科受診までの時間は最短13日
から最長10年であった。Squamous　cell　papilloma，
actinic　keratosisでは9例中8例が9か月以内の来
院であったのに対し，dysplasia，　carcinoma　in　situ
では4例中3例が2年，9年，10年と長期間を要し
ていた（表2）．
　外来診察もしくは電話による追跡調査による腫瘍
性病変の摘出後の臨床経過は，squamous　cell　papil－
10maでは7例中1例で術後6か月の再発を認め，
actinic　keratosisの2例では再発は認められていな
い．dysplasiaの3例中1例で，術後4年目に再発が
確認され，carcinoma　in　situの1例は術後6か月で
再発している（表2）．
　Squamous　cell　papillomaの局在部位は（表3），
内眼角部に3例 下眼瞼結膜円蓋部に2例，上眼瞼
（4）
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図3　結膜乳頭腫．
　　A：症例2，下眼瞼結膜円蓋部．B：症例3，上眼瞼結膜．　C：症例6，内眼角部．
　　D：症例7，耳側輪部結膜．
結膜に1例，輪部結膜（球結膜）に1例であった．
肉眼的には球結膜に発生した1例のみが広基性を呈
し，他は全て有茎性で，いずれの病変でも血管が放
射状に増生していた（図3）．Actinic　Keratosisは2
例とも耳側輪部結膜に発生し，角膜への進展はみら
れず，肉眼的には台形状の隆起を呈していた（図4
A）．Dysplasiaは3例とも鼻側よりの曲部結膜の広
範囲に局在し，一部角膜にも進展していた．肉眼的
には乳白色調の扁平隆起で，血管の増生は顕著では
なかった（図4B）．　Carcinoma　in　situの1例は輪
部結膜全周および角膜全体に拡がり，瞼結膜にも広
く浸潤していた．肉眼的には乳白色調の表面不整な
扁平隆起で，輪部結膜部分は中心に血管を持つ小さ
な乳頭状病変の集籏を呈し，角膜部分では不規則に
血管が走行していた（図4C，　D）．
　組織学的にはHPV感染病変の特徴的所見の1つ
であるkoilocytosisはsquamous　cell　papillomaの
4検体（57％）に，actinic　keratosisの1検体（50％）
にdysplasia，　carcinoma　in　situの全検体に認めら
れたが，HPVのウイルス粒子の共通抗原GSAPは
免疫組織化学的に全検：体で陰性であった（表4）．な
お，免疫組織化学的検索は陽性コントロールを置き，
陰性の場合さらに再染色を行ったが，今回解析した
組織では陽性所見は得られなかった．
　Internal　controlとしてのβ一globin領域のPCR
による解析では，抽出DNA　50～500　ngを鋳型とし
た場合，1検体（標本12）のみが陰性で，他は全て
陽性であり，抽出した核酸でのPCR解析が信頼で
きることを確認した（表4）．
　標本12を除いた14検体で行ったMY　primers
を用いたHPVのPCRによる検索では，　squamous
cell　papillomaの7検体中3検体とcarcinoma　in
situの1検体に450　bp前後の増幅産物が得られた
が，actinic　keratosisとdysplasiaの検体の抽出
DNAでは得られなかった（表4）．
　それぞれの増幅産物のリコンビナントクローン3
個について塩基配列を解析し，3つのクローンに共
通する塩基配列を既知のHPVの塩基配列と比較し
た場合，squamous　cell　papillomaの3検体はすべ
てHPV　11型15）と100％一致し（図5），　carcinoma
（5）
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図4　前眼部所見．
　　A：症例8，actinic　keratosis（耳側下部結膜）．　B：症例10，　dysplasia（府側輪部角結膜）．　C，　D：症例13，
　　carcinoma　in　situ．上二二結膜に中心に血管を持つ小さな乳頭状病変の集籏した扁平隆起を認める（C）．角
　　膜全体を乳白色調の表面不整な扁平隆起が覆い，その中を不規則に血管が走行している（D）．
表4　病理組織学的およびウイルス病理学的解析の結果
標本　症例 病理組織学的診断 コイロサイトーシス　GSA＊PCR　PCR産物　　　　　P－globin塩基解析　　　　　　PCR
1　　　1
2＃　2
3　　　3
4　　　4
5　　　5
6　　　6
7　　7
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
squamous　cell　papilloma
有
有
無
有
無
有
無
陰性　　陰性
陰1生　陽性
陰性　陰性
陰性　陽性
陰性　陰性
陰性　陽性
陰性　陰性
449　bp
449　bp
449　bp
HPV－11
HPV－11
HPV－11
8　　8　　　actinic　keratosis　　　　　　無　　　　　陰性　陰性
99actinic　keratosis　有陰性陰1生
10
11
12
13
14
10
11
12
12
12
dysplasia
dysplasia
dysplasia
dysplasia
dysplasia
有
国
有
有
有
陰性
陰性
陰性
陰性
陰性
陰性
陰性
陰性
陰性
陰性
15＃13carcinoma　in　situ　有陰性陽性452　bp HPV－16
陽性
陽性
陽性
陽i生
陽1生
陽性
陽性
陽1生
陽性
陽性
陽性
陰性
陽性
陽性
陽性
＃標本2，15は未固定の凍結標本．他はホルマリン固定．
’GSA：　genus　specific　antigen　of　papillomavirus
P－globin　PCR：internal　control
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HPV一・11
sarnple　2－clonel
sarnple　2一¢lone2
sarnple　2－clone3
sarnple　4－clonel
sarnple　4－clone2
sarnple　4－clone3
sarnple　6－clonel
saraple　6－clone2
saraple　6－clone3
1　GGTATTTGCTGGGGAAACCACTTGTTTGTTACTGTGGTAGATACCACACGCAGTACAAATATGACACTATGTGCATCTGTGTCTAAATCTGCTACATACA　100
畿　　　　　　　　　　　　　　　　一一一一一一一一＿＿＝＝二＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝
★★＿＿＿＿＿＿一一一旧＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿一＿＿一＿一＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿一一一層一一噌HH＿＿＿＿＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿＿＿＿一＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿
＊t．一一一．一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一m一一一一J一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
tt一一一一H一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一HL一一一一一一一一一一一一＋一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
tt一一一一一一一一i一一一“一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一H“一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
★★＿＿一＿＿＿一＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一＿一＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿一＿＿一＿＿＿＿＿＿＿
★★一＿r＿＿＿＿＿＿＿＿＿一＿＿＿＿一＿＿＿一一藺一噌一．一國＿＿＿一一一一＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿一＿＿一＿一一一一H一一＿r＿一一＿一一剛一一＿＿一噛一一一ローr凹r一一騨H“一一一一一辮＿一
t★一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一A一一一一一一L一一一m一・一一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
101　CTAATTCAGATTATIVLGGAINTACATGCGCCATGTGGAGGAGTTTGATTTACAGTTTATTTTTCAATTGTGTAGCATTACATTATCTGCAGIVtGTCATGGC　200
　一一一一一一一一一一一一一．一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一．一一一．一一一一一一．一一．一一一一一．一．一一一一一一．一一一一一．一一一．一．一一一一一一一一H一一一一一一一一G一．一一一一一一一”一一．
2el　CTATATACACACAATGAATCCTTCTGTTTTGGAGGACTGGAACTTTGGTTTATCGCCTCCACCIVUNTGGTACACTGGAGGATACTTATAGATATGTACAG　300
　　一一一一層一一一一■一一一贈一一一一一一一一一・一一・一A一一一一一一一一鱒一一一一一一一一一一一一一一一一一
301　TCACAGGCCATTACCTGTCAGAAACCCACACCTGAAAAAGAAAAACAGGATCCCTATAAGGATATGAGTTTTTGGGAGGTTAACTTAAAAGIVkAAGTTTT　400
A一一一一一一一卿｝一一一一一一一隔顧一一冒一一一一
401　CAAGTGAATTA 500
図5Squamous　cell　papillomaからの増幅産物とHPV　11型の塩基配列．
　　最上段は喉頭乳頭腫からクローニングされたHPV　11型15）（GenBank　accession　no．　M　14119）の塩基配
　　列，その下は今回解析を行ったsquamous　cell　papilloma（標本2，4，6）からの増幅産物のプライマーの内
　　側の塩基配列．最上段と同じものは一で示し，異なる箇所のみ塩基を示した．ORFのコドンの区切りから示
　　してあり，＊＊の部分は解析されていない．
in　situの1検体では点突然変異1か所，コドンの挿
入1か所，コドンの欠落：1か所が存在し，HPV　16
型16）と98％の相同性を有していた（図6）．なお，そ
れぞれの3クローンに共通しない配列はsquamous
cell　papillomaでは9クローン中4クローンに存在
した（409塩基中1塩基の出現頻度：図5）．また，
carcinoma　in　situでは3クローン中2クローンに
存在していた（412塩基中2塩基の出現頻度＝図6）．
　PCR増幅産物のDde　1，　Pst　1，　Rsa　1による制限
酵素切断様式の解析restriction　fragment　length
polymorphism（RFLP）では，　GenBankに登録し
てあるプロトタイプのヒトパピローマウイルス（粘
膜病変に関連したもの17））の塩基配列より予想され
る切断断片の塩基の長さを割り出し（表5），
squamous　cell　papilloma　3検体，　carcinoma　in　situ
1検体の切断パターンと比較した結果，それぞれ
HPV　11型，　HPV　16型と一致した．
IV．考 察
　今回，我々は角結膜腫瘍性病変のホルマリン固定
パラフィン包埋組織からDNAを抽出しPCR法に
よるHPV　DNAの検索を行った．その結果，
squamous　cell　papillomaとcarcinoma　in　situに
HPVのウイルスゲノムを検出し，　actinic　ker－
atosis，　dysplasiaには検出しなかった．　Squamous
cell　papillomaで増幅されたPCR産物の塩基配列
はHPV　11型と一画面，　carcinoma　in　situでは
HPV　16型と一致した．
（7）
1997年3月　熊倉他4名：角結膜腫瘍性病変におけるヒトパピm一マウイルス感染の同定 一　259　一
HPV－16
sarnple　15－clonel
sa皿ple　15－clone2
sarnple　15－clone3
　1　GGCATTTGTTGGGGTAACCIUACTATTTGTTACTGTTGTTGATACTACACGCAGTACAAATATGTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGAAACTACAT　　100
　　☆★＿＿＿＿＿一＿＿一＿一一＿＿＿＿一＿＿＿＿＿＿＿＿由一＿一＿＿＿＿＿＿＿＿＿一＿一一＿＿＿＿＿一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一占一一一一一一一一一
　　ヤゐ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　コ　　　　　　　　ココココロ　ロ　　　　　　　ココロコ　ロロロ　ロ　ロ　　　コココココ　　　ロコロ　　　　　　　　　　　　
　　＊★T一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
101　ATAAAAATACTAACTTTAINGGAGTACCTACGACATGGGGAGGAATATGATTTACAGTTTATTTTTCAACTGTGCAAAATAACCTTAACTGCAGACGTTAT　　200
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一一一一一一一一G一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
201　GACATACATACATTCTATGAATTCCACTATTTTGGAGGACTGGAATTTTGGTCTACAACCTCCCCCAGGAGGCACACTAGAAGATACTTATAGGTTTGTA　300
301　ACC　CAGGCAATTGCTTGTCAAAAACATACACCTCCAGCACCTAAAGAAGATGATCCCCTTmmTACACTTTTTGGGAAGTAAATtnTAAAGGAAA　400
　　一一ATCC一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一・一一一一一一一一i一一一一一一一一一一一一　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一L一
　　一一ATCC一一一・一一一一一一一一一一C一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一・一一一一一一一一一一一一一一“一一・
　　一一ATCC一一一一一一一一一一一一一一一・一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一　　　一一一一一一一一一・一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一‘一一一一一一一』一
401　AGTTTTCTGCAGACCTA　500
図6Carcinoma　in　situからの増幅産物とHPV　16型の塩基配列．
　　最上段は子宮頸部癌からクローニングされたHPV　16型16）（GenBank　accession　no．　K　O2718）の塩基配
　　列，その下は今回解析を行ったcarcinoma　in　situ（標本15）からの増幅産物のプライマーの内側の塩基配
　　列．最上段と同じものは一で示し，異なる箇所のみ塩基を示した．ORFのコドンの区切りから示してあり，＊＊
　　の部分は解析されていない．
　現在，臨床検体に関するHPVのウイルスゲノム
を解析する方法としてSouthern　blot　hybridization
法による解析が最も信頼されている．Southern　blot
hybridization法による解析には一定量（5μg）以上
のDNAが必要であるが，眼科領域の病変組織は非
常に微小なため，病理組織学的解析のためのホルマ
リン固定組織とSouthern　blot　hybridizationによ
る解析のための充分量の凍結組織とを同時に採取で
きる症例は非常に少ない．ホルマリン固定パラフィ
ン包埋組織からのDNA抽出は可能であり18）19），今
回の解析結果が示すように，パラフィン包埋組織に
おけるPCR法によるウイルスゲノムの解析も可能
であることから，過去の角結膜における腫瘍性病変
の標本に対してHPVのウイルスゲノムに関する
retrospectiveな検討を行うことが可能である．
　HPVの型別判定はPCR産物の塩基配列解析が
最も信頼できるが，より簡便なPCR産物の制限酵
素切断様式の解析（RFLP）20）も応用可能であり，
HPVの型別判定法として広く応用されている．し
かし，RFLPによる解析はあらかじめ存在する
HPVの型の種類が限られている場合のみ有用であ
り，眼科領域で検出されるHPVの型の種類につい
てはいまだ正確な解析がなされておらず，塩基配列
の解析による正確なデータの蓄積が必要と考えられ
る．
　今回の検索では従来のTaq　DNA　polymeraseに
比べ塩基の誤読のより少ないTub　DNA　polymer一
aseを用いてPCR産物の塩基配列の解析を試みた．
その結果，polymeraseの誤読と判断できる1クロ
ーンのみの点突然変異は，HPV　11型が検出された
squamous　cell　papillomaでは4／9クローンに，
HPV　16型が検：出されたcarcinoma　in　situでは2／
3クu一ンにみられた．この誤読の出現頻度は約410
bp中にHPV　11型は1塩基，　HPV　16型は2塩基で
ありPCR産物の解析の際に留意する必要がある．
　HPV検出に用いたMY　primerは粘膜型HPV
の24タイプのうち15タイプを検出可能であるが残
りの9タイプの検出は確実ではない（表5）．HPVの
ウイルスゲノムが検出されなかった7検体には残り
の9タイプのHPV，もしくは粘膜型以外のタイプ
のHPVが存在している可能性もあり，さらに他の
新しいプライマーを用いた解析が必要である．
　女性生殖器粘膜においてはkoilocytosisがHPV
感染を伴う良性病変の組織学的特徴であり21）22），重
視されてきたが，眼科領域のHPV感染の組織形態
像は充分には検討されておらず，koilocytosisが必
須であるかどうかは現在のところ不明である．今回
解析した15検体のうち，ウイルスゲノムが検出され
た4検体にはすべてkoilocytosisが認められてい
るが，ウイルスゲノムが検出されなかった7検体に
も同様の組織形態がみられる．この変化が今回の
PCRでは検出できない型のHPVの感染によるも
のか，もしくは他の原因によるものかは現在不明で
ある．
（8）
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　ヒトパピローマウイルスの主要カプシド蛋白に共
通に存在するGSAを認識するB580およびKIH8
抗体を用いた免疫組織学的検索は我々の染色条件12）
では全例陰性で，HPV　11型およびHPV　16型のウ
イルスゲノムが陽性の検体も陰性であった．この原
因として，病変が陳歯性でGSAの発現が乏しい，あ
るいは角結膜腫瘍性病変ではGSAの発現量が非常
に微量であるため検出感度以下であった，などが考
えられるが，この点については現在検討中である．
　今回検出されたHPV　11型および16型の塩基配
列は喉頭乳頭腫および子宮頸部癌よりクローニング
されたHPVのものと高い相同性を有していた．こ
のことから，本人もしくは他入の角結膜以外の粘膜
組織中のHPVが感染し病変を形成したことが考え
られる．また，HPV　11型および16型が検出された
角結膜の組織病変と他の粘膜病変の組織像は酷似し
ており，HPV感染による組織学的変化は両者で差
がないことも判明した．
　今回解析した15検体は当教室で7年の間に経験
した13症例から採取されたものであり，女性生殖器
粘膜における尖圭コンジローマ，異形成，上皮内癌
の頻度に比してはるかに少ない．この理由としては
眼科領域の衛生状況が良好であることが一因として
考えられる．本研究で解析した症例の男女比は圧倒
的に男性に多く，過去の報告のsquamous　cell　papil－
lomaで男性69．6％（16対7）5）または男性68．1％
（32対15）23），dysplasiaおよびcarcinoma　in　situで
男性76．3％（29対9）7）にみられているのと同様で
あった．これは生殖器粘膜のHPV感染の頻度が女
性に多いことと対照的であるが，この原因は現在の
ところ不明である．
　Squamous　cell　papillomaの再発は7例中1例で
あり，HPVウイルスゲノム陽性例では再発がみら
れていない．この再発した1例のみが高齢発症であ
り，なおかつ，輪部結膜に出現した広野性乳頭腫と
いう点で他の症例と異なっていた．ウイルスゲノム
陽性であったcarcinoma　in　situの1例は術後6か
月に再発している．初発時，病変は広範囲に存在し，
腫瘍摘出が不完全なため再発をきたした可能性があ
る．または，除去しなかった肉眼的に正常と思われ
る結膜にもウイルスが感染しておりそこから再発病
変が出現したことも考えられる．いずれにせよ，car－
cinoma　in　situは再発を来しやすく，術後の注意深
い経過観察が必要であると思われた．
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Detection　and　Typing　of　Human　Papillomavirus　（HPV）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tumors
in　Corne l　and Conjunctival
Shigeto　KUMAKURAi）2），　Takuya　IWASAKI2），　Ryuji　MURAMATSUi），
　　　　　　　　　　　　　Takeshi　KURATA2）　and　Masahiko　USUI’）
’）Department　of　Ophthalmology，　Tokyo　Medical　College
2）Department　of　Pathology，　National　lnstitute　of　Health
　　Human　papillomavirus　（HPV）　is　known　to　induce　corneal　and　conjunctival　tumors．　ln　order　to
examine　and　characterize　HPV　in　these　tumors，　we　performed　the　polymerase　chain　reaction　（PCR）
using　the　L　l　consensus　primers　（MY　I　1　and　MYO9）　on　DNA　extracted　from　formalin－fixed　paraffrm－
embedded　and　frozen　tissues　of　squamous　cell　papilloma，　actinic　keratosis，　conjunctival　dysplasia　and
carcinoma　in　situ．　Amplified　bands，　about　450　bases　in　length，　were　found　in　3　of　7　cases　of　squamous
cell　papilloma　and　in　the　1　case　of　carcinoma　in　situ．　No　amplification　was　observed　in　any　case　of　actinic
keratosis　and　conjunctival　dysplasia．　Sequence　analysis　and　comparison　with　the　database　of　the
amplified　DNA　in　squamous　cell　papillomas　revealed　100910　homology　with　the　sequence　of　the　prototype
HPV　11　genome　cloned　from　the　laryngeal　papilloma，　while　that　in　carcinoma　in　situ　showed　9890
homology　with　the　sequence　of　the　prototype　HPV　16　cloned　from　cervical　cancer．　The　conserved
sequences　of　HPV　genomes　identified　in　genital　and　corneal／conjunctival　mucosa　suggest　that　the
corneal／conjunctival　HPV　infections　are　transmitted　from　other　mucosal　lesions　in　the　respiratory　and
genital　tract　and　vice　versa，　and　in　addition　the　lesions　induced　by　HPV　show　similar　histological
changes．
〈Key　words＞　Human　papMomavirus，　Conjunctival　tumor，　Corneal　tumor，　PGR，　Sequence　analysis．
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